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論文内容要旨
目的
 最近分子標的薬剤が癌治療分野で注目されてきている。これは腫瘍細胞の増殖,分裂や浸潤,
 血管新生などに関する因子を特異的に阻害するものであり,従来の抗がん剤のように正常な細胞
 も殺してしまう副作用が起きないとして期待されている。今回著者の使用した薬剤はC225と呼
 ばれるEGFR(EpidermalGrow七hFactorReceptor)の阻害剤である。EGFRはある種の癌
 細胞の表面に多く発現しているがanti-EGFR抗体であるC225はEGFRに直接結合し受容体が
 活性化されるのを阻害する。その結果,癌増殖・分裂へ導くシグナル伝達がストップする。前述
 の他にC225は腫瘍細胞を放射線感受性にさせる能力もあることが最近わかってきた。しかし,
 C225がどのようなメカニズムで癌細胞に寄与して放射線感受性にさせるのかは完全には明らか
 にされていない。この研究ではC225がどのような経路で癌細胞に影響を及ぼして放射線感受性
 にしているのかをMDA-MB-468ヒト乳癌培養細胞を用いたi1"'!ro系で調べた。
方法
 1)MTTassay法でC225が細胞に及ぼす毒性を調べた。
 2)C225がMDA-MB-468を放射線感受性にする働きがあるのかどうかをClonogenicSur-
 vivalAssay法で調べた。
 3)C225で治療した細胞のFlowcytometry解析を行った。同時にWesterdmmunoBlotting
 法で細胞周期の制御因子がC225の影響を受けているのかどうかを調べた。
 4)C225が転写因子のactivatorprotein-1(AP-1)とE2Fにどう影響を及ぼしているのかを
 electrophoreticmobilityshiftassay法で調べてた。
結果
 ・C225は濃度依存的でなく時間依存的に細胞に毒性をもたらしていた。
 ・MDA-MB-468をC22530nMで3日間浸潤させたものはコントロールと比べると放射線感受
 性になっていた。
 ・C225はMDA-MB-468をGlphaseで停止させていた。同時にCyclinDl,p-Rbの減少もみ
 られた。
 ・C225で治療した細胞はAP-1,E2F共に大きく減少していた。
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結論
 C225がMDA-MB-468を放射線感受性にさせるための可能性のあるメカニズムのうちの一つ
 としてはAP-1,E2Fの活性を下げることでCyclinD1,p-Rbを減少させて細胞周期をrela-
 tivelyradiosensitiveであるGlphaseでストップさせ,細胞を放射線感受性にすることが考え
 られた。
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 審査結果の要旨
 最近分子標的薬剤が癌治療分野で注目されてきている。これは腫瘍細胞の増殖,分裂や浸潤,
 血管新生などに関する因子を特異的に阻害するものであり,従来の抗がん剤のように正常な細胞
 も殺してしまう副作用が起きないとして期待されている。今回申請者の使用した薬剤はC225と
 呼ばれるEGFR(EpidermalGrowthFactorReceptor)の阻害剤である。EGFRはある種の
 癌細胞の表面に多く発現しているがanti-EGFR抗体であるC225はEGFRに直接結合し受容体
 が活性化されるのを阻害する。その結果,癌増殖・分裂へ導くシグナル伝達がストップする。前
 述の他にC225は腫瘍細胞を放射線感受性にさせる能力もあることが最近わかってきた。しかし,
 C225がどのようなメカニズムで癌細胞に寄与して放射線感受性にさせるのかは完全には明らか
 にされていない。この研究ではC225がどのような経路で癌細胞に影響を及ぼして放射線感受性
 にしているのかをMDA-MB-468ヒト乳癌培養細胞を用いたi17vi!ro系で調べた。
 まず初めにMTTassay法でC225が細胞に及ぼす毒性を調べた。その結果C225は濃度依存
 的でなく時間依存的に細胞に毒性をもたらしていたことが解った。次にC225がMDA-MB-468
 を放射線感受性にする働きがあるのかどうかをClonogenicSurvivalAssay法で調べたところ,
 MDA-MB-468をC22530nMで3日間浸潤させたものはコントロールと比べると放射線感受性
 になっていたことが解った。次にC225で治療した細胞のFlowcytometry解析を行った。同時
 にWestemImmunoBloLting法で細胞周期の制御因子がC225の影響を受けているのかどう
 かを調べたところC225はMDA-MB-468をGlphaseで停止させていたと同時にGlarrestの制
 御因子であるCyclinD1,p-Rbの減少もみられたことが解った。次にC225が転写因子のacti-
 vatorprotein-1(AP-1)とE2Fにどう影響を及ぼしているのかをelectrophoreticmobility
 shiftassay法で調べたところC225で治療した細胞はAP-1,E2F共に大きく減少していたこ
 とが解った。
 以上の結果を踏まえるとC225がMDA-MB-468を放射線感受性にさせるための可能性のある
 メカニズムのうちの一つとしてはAP-1,E2Fの活性を"ドげることでCyclinD1,p-Rbを減少
 させて細胞周期をrelativelyradiosensitiveであるGlphaseでストップさせ,細胞を放射線感
 受性にすることが考えられた。
 本研究は分子標的薬剤C225を用いた化学放射線療法において細胞を放射線感受性にするメカ
 ニズムを分子レベルから検討したものであり,特にC225がトランスクリプションファクターレ
 ベルにまでも影響を及ぼして,細胞を放射線感受性にしているという知見は非常に新しく,学位
 に値するものと思われる。
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